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研究成果の概要（和文）：本研究で細胞間バリアの血管透過性を測定するためのシステムを開発し、その透過性
が蛍光物質FITC-デキストランの指標で定量化できることを確認した。血管透過性は、リポ多糖（LPS）処理、
HIF活性化（低酸素環境とHIF-PH阻害薬の使用）およびタバコ抽出物（CSE）により変化することが観察された。
次世代シーケンシング技術により、これらの処理が肺血管内皮細胞 （HPMEC）の遺伝子発現に影響を与えること
が確認され、特に細胞間接着分子の発現に影響を与えることが示された。これらの結果から、CSEはHIFを介して
細胞間バリアの透過性を増加させることが結論付けられた。

研究成果の概要（英文）：We developed a system to measure the vascular permeability of intercellular 
barriers in this study and confirmed that the permeability can be quantified using the fluorescent 
substance FITC-dextran as an indicator. Vascular permeability was observed to be altered by 
lipopolysaccharide (LPS) treatment, HIF activation (hypoxic environment and use of HIF-PH 
inhibitors) and cigarette smoke extract (CSE) conditioning. Next-generation sequencing techniques 
confirmed that these treatments affect gene expression in human pulmonary microvascular endothelial 
cells (HPMECs), particularly the expression of intercellular adhesion molecules. From these results,
 we conclude that CSE increases the permeability of the intercellular barrier via HIF.

研究分野： 麻酔科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タバコ-バリア機能の低下、HIF-1-バリア機能の低下という現象同士をつなぎ、タバコ-HIF-1-バリア機能の低下
という関係が存在することを主に肺胞上皮、肺血管内皮のバリア機能を標的に研究することが本研究の具体的な
目的であった。この過程でシグナル伝達を改変することでタバコ-バリア機能の低下という関連を切断する端緒
をつかむ事も本研究の要素であり、本研究成果は報告者らの今までの研究成果に立脚した独自性の高いものであ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我々の研究チームは、喫煙が気管支肺胞細胞を直接刺激して転写因子 HIF-1（低酸素誘導性因子
1）を活性化し、結果として肺のリモデリングを引き起こし、肺機能に影響を及ぼす分子生物学
的基盤を追求し、報告してきた。喫煙は、肺の構造的変化を通じて肺機能に大きな影響を及ぼし、
周術期の患者管理、包括的な治療と予後にも影響を与えることが確認されている。この現象の分
子基盤としては、肺胞上皮・肺血管内皮で形成される肺胞バリア機能が炎症の影響で低下すると
考えられる。 
また、我々は、喫煙とタバコ抽出物が細胞内で活性酸素を生成し、HIF-1αサブユニットの細胞
内発現を誘導し、それが支配遺伝子の mRNA の発現を亢進させることも明らかにしていた。そ
こで我々は、この研究をさらに深め、細胞間バリア、特に肺胞上皮と肺血管内皮細胞間のバリア
機能への影響をより詳細に調査する新たな研究を考案した。 
我々のチームはまた、過去 20 年以上にわたり、炎症応答と HIF-1 の関連について研究を行って
きた。特に腸管上皮で形成されるバリア機能が HIF-1 活性化によって増強されることを発表し
てきた。また、タバコ抽出物が II 型肺胞細胞 A549 において活性酸素を産生し、HIF-1α蛋白質
の誘導と粘液産生酵素 MUC5AC の発現を引き起こすことを報告し、肺のリモデリングに影響
を与えることを示してきた。 
タバコの煙には約 4,000 種類の化学物質が含まれており、これらが喫煙者の気道と肺胞で炎症
反応を引き起こし、慢性気管支炎や肺気腫を発生させる。しかし周術期の喫煙による肺のガス交
換能力や肺内バリア機能への影響についての詳細な細胞生物学的研究はまだ十分に行われてい
ない。 
我々の予備実験では、肺血管内皮細胞（HPMEC）で形成した細胞間バリア機能が、タバコ抽出
物（CSE, cigarette smoke extract）の処理により低下することが観察された。低酸素状態と炎
症反応の間には密接な関連性があり、HIF-1 がその間に介在するハブ分子として認識されてい
る。炎症部位では免疫細胞の浸潤や代謝亢進により栄養や酸素が消費され、結果として低酸素状
態が引き起こされる。 
このような背景から、本研究を開始する事とした。 
 
２．研究の目的 
本研究の主目的は、喫煙、酸素環境、HIF-1、そして炎症といった要素が、肺胞上皮・肺血管内
皮で形成される肺胞バリア機能にどのように影響を及ぼすのかを明らかにすることあった。具
体的には、喫煙によるバリア機能の低下と、HIF-1 によるバリア機能の低下という二つの現象
が、どのように連関し、喫煙-HIF-1-バリア機能の低下という関係性が形成されるのか、主に肺
胞上皮と肺血管内皮のバリア機能を対象に調査した。この過程で、シグナル伝達の修正を通じて
喫煙によるバリア機能低下を防ぐ手がかりを見つけ出すことも本研究の重要な目標の一つであ
った。 
本研究では、特に周術期に酸素環境の変化が激しい肺胞上皮細胞・肺血管内皮細胞の細胞間バリ
アの機能に焦点を当て、喫煙が HIF-1 の活性化を介してバリア機能を低下させる分子機序とそ
の防止策の確立を、細胞生物学・分子生物学・バイオインフォマティクスの統合的手法を用いて
明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
実験系は以下に示した要素で構成された。 
I タバコ暴露系の確立 
-CSE はたばこ煙吸入実験装置 SIS-CS 型(柴田科学株式会社)を用いて調製するがすでに稼働し
ている実験系である。 
II HIF 活性化状況の検出系の確立  
III 細胞間バリアの構築 
IV 分子生物学的に分子の発現量を操作する実験系の確立 
V バイオインフォマティクス解析 
In vitro解析の結果取得した mRNAについて次世代シーケンサを用いたRNA-Seqを行いとデータ
マイニングとして遺伝子オントロジーエンリッチメント解析などの解析を行う。 
VI 実験小動物を用いた in vivo 実験系 
マウス(C57B/6 マウス)を用いて行う。タバコ煙(CS)の吸入実験については報告者らの先行研究
ですでに成功していた。 
A CSE による HIF-1 活性化の評価 
A-1 HIF-1 の活性の評価を行う。 
A-2 用量・時間依存性・可逆性の検討も行う。 
A-3 DMOG, Daprudustat, Roxadustat などの低分子 HIFα水酸化酵素阻害薬を用いた常酸素環境
での HIF-1 の人為的な活性化に加えて細胞を低酸素(1%O2条件に 6時間暴露するなど）環境に暴



露して HIF-1 の活性化を起こす条件も構築する。 
B 細胞間バリアの評価 
B-1 細胞間バリアの評価は、蛍光物質 FITC-デキストラン(約 70kd, アルブミンと同等の分子量)
の透過性を用いて定量化する。単層細胞をコンフルエントまで培養して細胞間接着によるバリ
アを形成させ FITC-デキストランが透過できない状態を作る。様々な外部刺激により細胞間接着
メカニズムが破壊されると、細胞間隙中に隙間ができ、FITC-デキストランが下部のチャンバー
に拡散するという測定原理を用いてバリア機能を測定する。 
C 接着関連分子の発現変化の解明 
C-1 タイトジャンクションを形成する蛋白質である Occludin、Claudin-5、ZO-1、VE-cadherin
の発現を mRNA、蛋白質のレベルで検討する 
C-2 タイトジャンクション関連分子はその発現量のみならず細胞内分布(発現パターン）が機能
発現に大きな影響を及ぼす。細胞内局在を免疫染色により検討する。報告者らは、ZO-1,VE-
cadherin についてその細胞内分布の変化の実験結果をすでに得ていた。 
C-3 バイオインフォマティクスを援用した RNA-Seq 解析 
特に細胞接着関連の gene ontology を参照した発現解析を行いタイトジャンクション関連分子
に限らない接着に関する遺伝子の動態を明らかにして解析に役立てる。 
 
４．研究成果 
HPMEC によって形成された細胞間バリアを使用し、蛍光物質 FITC-デキストランの透過性を指標
に血管透過性を定量化する実験系を確立することに成功した。この実験系を使用して、リポ多糖
（LPS）による細胞処理後の血管透過性の変化を観察した。さらに、転写因子である HIF の活性
化を促進するために、低酸素環境への曝露と HIF-PH 阻害薬（DMOG、roxadustat）を使用して血
管透過性の変化を観察した。次に、CSE の影響を検討した。従来の方法を使用して CSE を調整し、
その効果が HIF 活性化をもたらすかどうかを検証した。この結果、LPS によって細胞間バリアの
透過性が増加することを確認した。また、HIF の活性化刺激によって透過性が増加することも見
いだした。さらに、CSE によって HIF の活性化が HPMEC で引き起こされることを確認した。 
さらにCSEの影響を追求した結果、CSE処理により透過性が増加することを明らかにした。また、
HIF-PH 阻害薬である DMOG と roxadustat を使用して HIF を活性化した結果、透過性が増加する
ことも確認した。さらに、CSE、roxadustat、および低酸素環境（1％O2）が HPMEC の遺伝子発現
に与える影響を調査するため、次世代シーケンサを使用した RNA-Seq を行い、全体的な遺伝子発
現の変化を追跡するためのサンプルを調製した。 
これらの処理が肺血管内皮細胞の遺伝子発現に与える影響を調査した結果、タイトジャンクシ
ョンの形成に関与する遺伝子の発現に有意な変化が生じることを確認した。 
以上の実験結果より以下の結論を得た。つまり CSE は HPMEC によって形成された細胞間バリア
の透過性を細胞間接着分子の発現変化を通じて HIF 依存的に高める。 
 
現在、これらの研究成果について論文のとりまとめを行っている。 
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